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Solunulkoiset vesikkelit eli EV:t (extracellular vesicles) ovat elimistössä luonnostaan esiintyviä 
lipidikalvon rajaamia nanokokoisia partikkeleita, jotka toimivat muun muassa solujen välisinä 
kuljetus- ja kommunikaatiovälineinä (van der Pol ym. 2012; Armstrong ja Stevens 2018). Tämä 
tekee niistä mielenkiintoisen vaihtoehdon lääkeaineiden kuljettimeksi erityisesti sellaisille lääk-
keille, joiden biologinen hyötyosuus on sellaisenaan huono. Kun EV:t injektoidaan elimistöön, 
niiden pinnalle muodostuu kehonnesteen proteiineista koostuva proteiinikorona (Nierenberg 
ym. 2018). Proteiinikoronalla on merkittävä vaikutus siihen, kuinka nanopartikkeli pääsee vai-
kuttamaan kehossa (Caracciolo ym. 2018): proteiinikorona saattaa estää (Caracciolo ym. 2018) 
tai parantaa (Leibe ym. 2019) pääsyä soluihin, ja siten vaikuttaa partikkelin lääkeaineiden kul-
jetustehokkuuteen. Tästä syystä partikkelien proteiinikoronan tutkiminen ja proteiinikoronan 
tutkimusmenetelmien kehittäminen on tärkeää. 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia EV:iden pinnalle veriplasman vaikutuksesta muodostuvaa 
proteiinikoronaa sekä kehittää proteiinikoronan tutkimiseen sopivia menetelmiä. PC-3 -soluilla 
tuotettuja ja puhdistettuja EV:itä inkuboitiin plasmassa, minkä jälkeen EV:t erotettiin plasman 
vapaista proteiineista käyttäen kahta eri menetelmää: ultrafiltraatiota ja geelifiltraatiota. 
 
2 SOLUNULKOISET VESIKKELIT 
 
EV:t vaihtelevat paljon muun muassa kokonsa, proteiini- ja lipidikoostumuksensa puolesta, 
mistä johtuen niiden tarkempi jaottelu ja nimeäminen on pitkään ollut epäselvää: EV:istä on 
vaihtelevasti käytetty muun muassa nimityksiä eksosomi, ektosomi, mikrovesikkeli, mikropar-
tikkeli, prostasomi ja onkosomi (Lötvall ym. 2014). Nykyään EV:t jaotellaan useimmiten kol-
meen ryhmään niiden syntytavan ja koon mukaan (van der Pol ym. 2012; Szatanek ym. 2017): 
eksosomit ovat halkaisijaltaan 30-100 nm kokoisia vesikkeleitä, jotka vapautuvat solun ulko-
puolelle multivesikulaarisesta endosomista (kuva 1). Mikrovesikkelit taas ovat 100-1000 nm 
kokoisia, ja ne kuroutuvat solunulkoiseen tilaan suoraan solukalvosta (kuva 1). Kolmantena 
ryhmänä ovat apoptoottiset kappaleet, jotka erittyvät apoptoosia läpikäyvistä soluista. Nämä 
vesikkelit ovat kooltaan huomattavasti suurempia (500-5000 nm) ja sisältävät geneettistä ma-
teriaalia sekä soluelimiä. Koska apoptoottiset kappaleet eroavat luonteeltaan huomattavasti 
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muista solunulkoisista vesikkeleistä, tutkimuksissa keskitytään usein eksosomeihin ja mikro-
vesikkeleihin. On kuitenkin tärkeää huomioida, että eksosomeja ja mikrovesikkeleitä ei ole 
mahdollista täysin eristää toisistaan, sillä niiden kokoluokat ovat niin lähellä toisiaan. 
 
 
Kuva 1. Eksosomien ja mikrovesikkelien muodostuminen. Eksosomit vapautuvat solunulkoi-
seen tilaan multivesikulaarisesta endosomista, kun taas mikrovesikkelit kuroutuvat solunulkoi-
seen tilaan suoraan solukalvosta (van der Pol ym. 2012; Szatanek ym. 2017). 
 
2.1 Solunulkoiset vesikkelit sairauksissa ja niiden terapeuttinen potentiaali 
 
EV:t esiintyvät luonnostaan useimmissa kehonnesteissä, ja ne ovat osa kehon solujen normaalia 
toimintaa (van der Pol ym. 2012). EV:iden on osoitettu osallistuvan muun muassa solujen vä-
liseen kommunikaatioon, immuunireaktioihin ja erilaisiin signaalikaskadeihin. EV:t ovat osal-
lisina sekä normaalissa fysiologiassa että patologisissa prosesseissa, minkä vuoksi EV:illä on 
potentiaalisia sovelluksia niin biomarkkereina, terapeuttisina aineina kuin lääkkeiden 
kuljettimina. 
 
EV:illä on potentiaalia tautien diagnostiikassa biomarkkereina. On esimerkiksi osoitettu, että 
eri munasarjasyöpäsolut erittävät eri lailla EV:itä: eräässä tutkimuksessa todettiin, että eritetty-
jen EV:iden määrä ja niiden RNA-sisältö erosivat kahden eri munasarjasyöpäsolulinjan välillä, 
ja ne korreloitavat syövän aggressiivisuuden kanssa (Kobayashi ym. 2014). Toisessa tutkimuk-
sessa taas havaittiin, että suuri osa tutkimuksessa käytetyistä munasarjasyöpäsoluista eritti ek-
sosomeissaan klaudiinia, jota on mahdollista käyttää munasarjasyövän biomarkkerina (Li ym. 
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2009). EV:iden ja niiden sisällön analysointia voitaisiin näin ollen mahdollisesti käyttää esi-
merkiksi munasarjasyövän diagnosoimiseen ja sairauden etenemisen seuraamiseen. EV:itä on 
tutkittu myös elinsiirtojen hyljintäreaktion seurannan välineeksi (Vallabhajosyula ym. 2017): 
sekä siirre-EV:iden määrän että niiden sisällön on osoitettu muuttuvan siirtoelimen hyljinnän 
seurauksena. Siirre-EV:iden käytön etuna on erityisesti se, että ne voidaan analysoida epäinva-
siivisesti, jolloin hyljintäreaktion pitkäaikainenkin seuranta olisi helppoa. 
 
EV:iden on osoitettu kuljettavan erilaisia viestimolekyylejä solujen välillä (van der Pol ym. 
2012; Armstrong ja Stevens 2018). Koska EV:t kuljettavat luonnostaan erilaisia biomolekyy-
lejä, myös lääkeaineproteiinien sekä terapeuttisen RNA:n ja DNA:n pakkaaminen EV:iden kal-
von sisään oletetaan olevan mahdollista. Tästä syystä EV:itä on alettu tutkia mahdollisena lääk-
keiden kuljettimena: helposti hajoavat tai muuten herkät lääkeaineet voitaisiin pakata vesikke-
lin kaksoiskalvon suojaan, ja kuljettaa kohdesoluun. Esimerkiksi syöpälääke paklitakselin käyt-
töä rajoittaa sen huono biologinen hyötyosuus, heikko vesiliukoisuus sekä suuri ensikierron 
metabolia (Ezrahi ym. 2019). Saari ym. (2015) totesivat tutkimuksessaan, että paklitakselin 
pakkaaminen EV:iden sisään muutti lääkkeen soluunottoa sekä tehosti sen sytotoksisuutta. 
EV:iden käyttö lääkemolekyylien kuljettimena tehostaa myös muiden nanopartikkelien vaiku-
tusta kehossa: juuri julkaistussa artikkelissa (Yong ym. 2019) todettiin, että syöpälääke dokso-
rubisiinilla ladatun silikapartikkelin pakkaaminen eksosomin sisään parantaa partikkelin so-
luunottoa ja sytotoksisuutta. Myös muilla vesikkeleihin lastatuilla lääkeaineilla on todettu tera-
peuttisia vaikutuksia: anti-inflammatorisen kurkumiinin pakkaaminen vesikkelin sisään havait-
tiin parantavan molekyylin stabiiliutta ja kulkeutumista aivoihin, kun se annosteltiin intrana-
saalisesti (Zhuang ym. 2011). Tämän tyyppinen lähestyminen tarjoaa mahdollisuuksia lääkkei-
den spesifisemmälle kohdentamiselle keskushermostoon sekä epäinvasiiviselle lääkeannoste-
lulle, joka sopisi erityisesti lääkeaineille, joiden biologinen hyötyosuus suun kautta annostel-
tuna on huono. 
 
EV:iden tarjoama potentiaali lääkkeiden kuljettimena on inspiroinut myös uusien EV-pohjais-
ten kuljettimien kehitystä (Jang ym. 2013; Kailashiya ym. 2019). Uusilla menetelmillä on py-
ritty parantamaan erityisesti partikkelien tuotantoa sekä vähentämään syöpälääkkeiden haitta-
vaikutuksia lääkkeen paremman kohdentamisen avulla. Esimerkiksi eksosomin-kaltaisia nano-
vesikkeleitä on tuotettu monosyyteistä puristamalla ne suodattimien läpi (Jang ym. 2013). Näin 
todettiin saatavan 100-kertaisesti parempi vesikkelisaanto kuin eksosomien tuotolla soluviljel-
mästä. Luontaisten solukalvoproteiiniensa ansiosta nämä vesikkelit kohdistuivat paikkoihin, 
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joissa endoteeli jakautuu nopeasti, kuten kasvaimiin. Doksorubisiinilla ladattuna näiden vesik-
kelien osoitettiin toimivan tehokkaammin kuin vapaa lääke, eivätkä vesikkelit aiheuttaneet si-
vuvaikutuksia. Myös verihiutaleista tuotetuilla mikropartikkeleilla saatiin eräässä tutkimuk-
sessa aikaan suuri partikkelisaanto sekä samanaikainen lääkkeen pakkautuminen partikkeleihin 
(Kailashiya ym. 2019). Näiden verihiutale-mikropartikkelien avulla doksorubisiini saatiin koh-
dennettua paremmin leukemiasoluihin kuin pelkällä vapaalla lääkeaineella, jolloin muuhun 
kuin kohdekudokseen kohdistuvat (haitta)vaikutukset saatiin minimoitua.  
 
2.2 Menetelmät solunulkoisten vesikkelien tutkimuksessa 
 
EV:itä tutkittaessa on tärkeää osoittaa, että tutkimuksessa käytetyt partikkelit todellakin ovat 
EV:itä. Alan kansainvälinen järjestö, International society of extracellular vesicles on linjannut, 
että EV:t täytyy aina eristää solunulkoisesta nesteestä (Lötvall ym. 2014, Théry ym. 2018). 
Tästä syystä EV:iden tuotantoon käytettyjä soluja käsiteltäessä tulee välttää niiden solukalvon 
rikkomista, sillä se heikentäisi kerättävien EV:iden puhtautta. EV:t tulisi karakterisoida vähin-
tään kahdella eri menetelmällä kulloisenkin EV-näytteen ominaispiirteiden selvittämiseksi. Esi-
merkiksi näytteiden kokojakauma voidaan varmistaa vertaamalla läpäisyelektronimikro-
skooppi-kuvia (transmission electron microscope, TEM) nanopartikkeleiden jäljitysanalyysistä 
saatuihin tuloksiin (nanoparticle tracking analysis, NTA). Myös yleiskuva EV:iden proteii-
nikoostumuksesta on hyvä selvittää esimerkiksi western blot -analyysin avulla.  
 
2.2.1 Solunulkoisten vesikkelien eristämiseen käytetyt menetelmät 
 
EV:itä voidaan eristää biologisista nesteistä tai solukasvatusliuoksesta esimerkiksi kokonsa, 
muotonsa, tiheytensä tai varauksensa avulla (Coumans ym. 2017). Yleisimmin käytetyt 
EV:iden eristysmenetelmät ovat differentiaalisentrifugaatio, tiheysgradienttisentrifugaatio ja 
geelifiltraatio (kuva 2). Näiden lisäksi EV:itä on mahdollista eristää myös ultrafiltraatiolla, im-











Kuva 2. Yleisimmät EV:iden eristysmenetelmät. A. Differentiaalisentrifugaatiossa EV:t 
painuvat sentrifugaalisen voiman työntämänä koeputken pohjaan: ensin suurikokoiset EV:t ja 
sentrifugointiajan pidentyessä pienikokoiset. B. Tiheysgradienttisentrifugaatiossa erottelu 
määräytyy partikkelien tiheyden mukaan, ja EV:t kulkevat gradientilla ominaistiheytensä 
mukaiseen kohtaan. C. Geelifiltraatiossa EV:t kulkevat huokoisen SEC-matriisin läpi. 
Huokosia suuremmat EV:t eluoituvat ensin ulos SEC-pylväästä, kun taas pienemmät EV:t 
kulkeutuvat matriisissa pidempään. Kuva mukailtu Coumans ym. 2017 mukaisesti. 
 
Yleisin EV:iden eristämiseen käytetty menetelmä on differentiaalisentrifugointi (Böing ym. 
2014). Differentiaalisentrifugoinnissa EV-liuokseen kohdistuu asteittain kasvava sentrifugaali-
nen voima, jolloin EV:t sedimentoituvat kokonsa ja tiheytensä määrittämällä voimalla (Cvjet-
kovic ym. 2014; Coumans ym. 2017). Aluksi liuosta sentrifugoidaan pienellä nopeudella, jotta 
solut ja solujätteet saadaan pelletöityä ja poistettua liuoksesta (Théry ym. 2006; Coumans ym. 
2017). Tämän jälkeen supernatantin ultrasentrifugoinnilla saadaan ensin eristettyä suuret EV:t 
(10 000-20 000 g), ja sitten pienet EV:t (100 000-200 000 g). Differentiaalisentrifugaatio saattaa 






Tiheysgradientin avulla EV:t erottuvat kokonsa ja tiheytensä mukaan (Coumans ym. 2017). 
Gradientti tehdään useimmiten sakkaroosista tai jodiksanolista. Sentrifugoinnin aikana EV:t 
kulkevat gradientin läpi ja asettuvat omaa tiheyttään vastaavaan kohtaan gradientilla. Ti-
heysgradientilla näytteestä saadaan poistettua muun muassa mahdolliset proteiinipartikkelit, 
joilla on erilainen tiheys kuin EV:illä (Webber ja Clayton 2013). Jodiksanoli pystyy eristämään 
EV:itä tehokkaammin kuin sakkaroosi: Cantin ym. (2008) totesivat tutkimuksessaan, että jo-
diksanolitiheysgradientilla pystyttiin erottamaan jopa eksosomit ja HIV-1 -virus toisistaan, 
vaikka niiden koko ja tiheys ovat samanlaiset. 
 
Viime aikoina yhä enemmän kiinnostusta herättänyt EV-eristystekniikka on geelifiltraatio. 
Geelifiltraatio eli SEC (size exclusion chromatography) erottelee näytteen molekyylikoon mu-
kaan fraktioiksi niin, että suuret EV:t eluoituvat kromatografiapylväästä ulos ennen pienempiä 
proteiineja ja partikkeleita (Böing ym. 2014). Tarkempi kokoerottelu riippuu geelimateriaalin 
huokoskoosta (Coumans 2017; Monguió-Tortajada ym. 2019): huokoskokoa pienemmät par-
tikkelit ajautuvat väliaikaisesti SEC-materiaalin huokosiin, jolloin niiden eluutioaika hidastuu, 
ja ne kulkeutuvat materiaalissa pidempään. Huokoskokoa isommat partikkelit taas eivät jää 
SEC-matriisiin, vaan eluoituvat ulos pylväästä ennen pieniä partikkeleita. SEC on tehokas me-
netelmä EV:iden puhdistukseen, ja se säilyttää EV:iden biologisen aktiivisuuden (Böing ym. 
2014).  
 
Veren lipoproteiinit, erityisesti HDL ja LDL, ovat yleisiä kontaminantteja, kun EV:itä yritetään 
erottaa plasmasta (Yuana ym. 2014; Sòdar ym. 2016; Karimi ym. 2018).  
Plasman HDL:n on huomattu eristyvän EV:iden mukana ultrasentrifugaatiossa EV:itä muistut-
tavan tiheytensä vuoksi (Feingold ja Grunfeld 2000; Yuana ym. 2014). LDL:n taas on todettu 
eristyvän EV:iden mukana useilla eri eristysteknikoilla (Sòdar ym. 2016). Tämän epäillään joh-
tuvan siitä, että LDL muistuttaa kooltaan EV:itä. Lisäksi LDL saattaa aggregoitua EV:n pin-
taan. Usean eri puhdistusmenetelmän yhdistelmällä voi kuitenkin olla mahdollista saada EV:t 
ja lipoproteiinit erotettua paremmin toisistaan (Karimi ym. 2018). 
 
2.2.2 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointiin käytetyt menetelmät 
 
Virtaussytometrialla on mahdollista havaita partikkelien aiheuttama valonsironta ja mitata fluo-
resenssivärjättyjen partikkelien fluoresenssi (Dragovic ym. 2011; Szatanek ym. 2017). Näin 
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saadaan tietoon EV:iden koon ja määrän lisäksi EV:iden fenotyyppi. Vaikka virtaussytometria 
on nopea ja tehokas menetelmä EV:iden karakterisoimiseen, sen käyttöä rajoittaa erityisesti se, 
että sillä voidaan toistaiseksi luotettavasti tunnistaa vain yli 200 nm kokoisia partikkeleita riip-
puen niiden taitekertoimesta. EV:iden tapauksessa sitä voidaan siis käyttää vain suurten partik-
kelien karakterisoimiseen. 
 
Nanopartikkeleiden jäljitysanalyysillä eli NTA:lla voidaan määrittää EV:iden kokojakauma ja 
konsentraatio näytteessä (Dragovic ym. 2011; Szatanek ym. 2017). NTA:ssa näyte altistetaan 
lasersäteelle ja partikkeleita tarkastellaan niistä siroavan valon ja lämpöliikkeen avulla. NTA-
mittaus on nopeaa, eikä vaadi monimutkaista näytteen valmistelua. Se soveltuu myös hetero-
geenisen partikkeliliuoksen analysointiin, ja se pystyy määrittämään kappaleiden kokoluokan 
välillä 50-1000 nm. On kuitenkin tärkeää muistaa, ettei NTA pysty erottelemaan EV:itä muista 
samankokoisista partikkelista ilman fluoresenssivärjäystä. 
 
Elektronimikroskopia on yleisesti käytetty tekniikka biologisten näytteiden visualisointiin ja 
karakterisointiin (Szatanek ym. 2017). Läpäisyelektronimikroskopoinnissa eli TEM:ssä, kuva 
syntyy elektroni-interferenssin seurauksena, kun elektronit läpäisevät näytteen. TEM:llä saa-
daan kuvia jopa 1 nm resoluutiolla, ja kuvien avulla voidaan arvioida näytteessä olevien 
EV:iden läpimitta, sekä konsentraatio suurpiirteisesti. TEM-kuvat ovat yleinen tapa varmistaa 
esimerkiksi NTA:lla määritetyn kokojakauman paikkansapitävyys. Ennen TEM-kuvausta näyte 
täytyy kiinnittää kuvausristikkoon ja kuivata. Käsittely on suhteellisen nopeaa, mutta vaatii har-
jaantumista, oikeanlaista käsittelytapaa sekä sopivaa näytekonsentraatiota. Lisäksi kuivaus ja 
TEM-mikroskopointi tyhjiössä saattavat vaikuttaa biologisten näytteiden olemukseen. 
 
EV:iden koon ja kokojakauman lisäksi on suositeltavaa selvittää myös yleiskuva EV-näytteiden 
proteiinikoostumuksesta (Lötvall ym. 2014, Théry ym. 2018). EV-näytteistä löytyy usein tietty 
joukko yleisiä vesikkeliproteiineja sekä solutyypille ominaisia proteiineja (Choi ym. 2013, 
Théry ym. 2018). Nämä proteiinit ovat pääasiassa lähtöisin joko solukalvosta, sytosolista tai 
endosomista. Vesikkelinäytteistä löydetään usein muun muassa solun tukirangan proteiineja 
kuten aktiinia ja tubuliinia, lämpöshokkiproteiineja, tetraspaniineja (CD9, CD63 ja CD81) sekä 
vesikkelin liikkumiseen liittyviä proteiineja (TSG101 ja Alix). Näitä proteiinimarkkereita voi-
daan tunnistaa Western blot -analyysillä. EV-näytteiden proteiinikoostumusta määritettäessä 
tulee selvittää usean eri proteiinin esiintyminen näytteessä: EV-näytteistä tulisi selvittää vähin-
tään kolme positiivista ja yksi negatiivinen proteiinimarkkeri. Tarkoituksena on osoittaa, että 
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EV-näytteeseen rikastuu sille tyypillisiä proteiineja, ja ettei näytteestä löydy esimerkiksi mui-




Kun nanopartikkelit injektoidaan elimistöön, ne altistuvat kehonnesteille kuten verelle ja so-
lunesteelle. Näissä nesteissä olevat biomolekyylit ympäröivät nanopartikkelit, ja muodostavat 
niin kutsutun proteiinikoronan niiden ympärille (Nierenberg ym. 2018). Proteiinikorona jaotel-
laan pehmeään ja kovaan koronaan (kuva 3): pehmeä korona muodostuu proteiineista, jotka 
sitoutuvat vain heikosti nanopartikkeliin, kun taas kovassa koronassa proteiinit sitoutuvat tiu-
kemmin nanopartikkeliin. 
 
Kuva 3. Proteiinikoronan muodostuminen nanopartikkelin ympärille. Proteiinit, joilla on suuri 
affiniteetti nanopartikkeliin, sitoutuvat tiiviisti kiinni partikkelin pintaan muodostaen kovan 
proteiinikoronan (Nierenberg ym. 2018). Pehmeä proteiinikorona muodostuu partikkeliin hei-
kosti sitoutuneista proteiineista. Pehmeän ja kovan proteiinikoronan välillä tapahtuu jatkuvasti 
proteiinienvaihtoa. 
 
Tutkimuksissa on osoitettu, että nanopartikkelien fysiokemialliset ominaisuudet (koko, muoto 
ja varaus) vaikuttavat proteiinikoronan koostumukseen (Nierenberg ym. 2018). Proteiinikoro-
nan muodostuminen on kuitenkin dynaaminen prosessi, jota ei vielä ymmärretä kovin hyvin. 
Proteiinikoronalla voi olla sekä positiivisia että negatiivisia vaikutuksia nanopartikkelien kier-
toon kehossa. Proteiinikorona voi estää partikkelien aggregaatiota ja edistää niiden soluunottoa, 
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mutta se saattaa myös estää haluttua toimintaa tai aiheuttaa immunologisen puolustusjärjestel-
män aktivaation. Joka tapauksessa proteiinikoronan muodostumisella on merkittävä vaikutus 
nanopartikkelin biologiseen toimintaan, ja se vaikuttaa suuresti partikkelien biologiseen hyöty-
osuuteen, tehokkuuteen sekä puhdistumaan. 
 
Julkaistua tutkimustietoa EV:iden proteiinikoronasta ei löytynyt tutkimuksen alussa, joten taus-
tatutkimukseen ja esimerkkeihin on käytetty liposomien ja muiden nanopartikkelien proteiini-
koronasta tehtyjä tutkimuksia. 
 
3.1 Perinteisesti käytetyt proteiinikoronan analysointimenetelmät 
 
Yleisin proteiinikoronan eristämiseen käytetty tekniikka on sentrifugointi (Pederzoli ym. 2017; 
Weber ym. 2018). Se on nopea ja helppo tekniikka, joka todennäköisimmin kuitenkin eristää 
vain kovan proteiinikoronan. Uudempi ja jatkuvasti suosiota kasvattanut menetelmä on SEC. 
SEC:llä on mahdollista erottaa nanopartikkeli-proteiinikorona -kompleksi liuoksen vapaista 
proteiineista niiden toisistaan poikkeavan koon avulla. Erottelumenetelmänä SEC on helläva-
raisempi kuin sentrifugaatio, joten sillä saatettaisiin pystyä eristämään myös osa heikommin 
sitoutuneista koronaproteiineista eli pehmeä korona.  
 
Proteiinikoronan kehittymistä voidaan seurata dynaamisen valonsironnan avulla (dynamic light 
scattering, DLS). DLS:n avulla voidaan määrittää liuoksessa olevan partikkelin hydrodynaami-
nen halkaisija (Pederzoli ym. 2017; Szatanek ym. 2017; Weber ym. 2018). Kun nanopartikkelin 
halkaisija muuttuu biologisessa nesteessä inkuboimisen jälkeen, se on merkki nanopartikkelin 
ympärille syntyneestä proteiinikoronasta. Dynaamista valonsirontaa voidaan käyttää suoraan 
nanopartikkelien ja biologisen nesteen seokseen tai vasta nanopartikkeli-proteiinikorona -
kompleksin eristämisen jälkeen. DLS tulokset ovat kuitenkin luotettavia vain, jos mitattavat 
nanopartikkelit ovat keskenään samankokoisia. Proteiinikoronan paksuutta voidaan tutkia 
DLS:n lisäksi muun muassa elektronimikroskopialla. 
 
Vapaiden proteiinien poistamisen jälkeen nanopartikkeli-proteiinikorona-kompleksin proteii-
nikoostumusta tutkitaan useimmiten SDS-PAGE geelielektroforeesilla ja massaspektrometri-
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alla (Lundqvist ym. 2011; Weber ym. 2018). Näyteliuoksen proteiinit erotellaan toisistaan gee-
lielektroforeesin avulla, jonka jälkeen proteiinit tunnistetaan massaspektrometrisen analyysin 
avulla. Kun nanopartikkeli-proteiinikorona -kompleksista löytyviä proteiineja ja niiden määriä 
verrataan asianmukaisesti tehtyjen kontrollinäytteiden tuloksiin, saadaan selville mitkä proteii-
nit kertyvät proteiinikoronaan. Proteiinikoronan proteiinikoostumuksen lisäksi koronaproteii-
nien interaktiota on mahdollista tutkia muun muassa titrauskalorimetrialla, pintaplasmonireso-
nanssilla, Z-potentiaalimittauksilla sekä erilaisilla tietokonesimulaatioilla (Pederzoli ym. 2017; 
Weber ym. 2018). 
 
Proteiinikoronan vaikutusta nanopartikkelien biologiseen toimintaan tutkitaan solukokeilla, 
jotta voidaan esimerkiksi arvioida lisääkö vai vähentääkö proteiinikorona partikkelien soluun-
ottoa (Weber ym. 2018; Leibe ym. 2019; Palchetti ym. 2019). Värjättyjä tai leimattujen na-
nopartikkeleiden soluunottoa voidaan tarkastella myös kudosleikkeillä (Palchetti ym. 2019; 
Zhang ym. 2019) 
 
3.2 Proteiinikoronan vaikutus nanopartikkelien biologiseen tehokkuuteen 
 
Proteiinikoronalla on huomattava merkitys nanopartikkelilääkkeen tehokkuuteen, sillä proteii-
nikorona vaikuttaa suuresti partikkelin soluunottoon sekä siihen, kuinka nanopartikkeli pääsee 
vaikuttamaan kehossa. Liposomaalinen doksorubisiini on ollut jo pitkään käytössä Yhdysval-
loissa syöpälääkkeenä, mutta kliinisellä tasolla sen teho on kuitenkin jäänyt pieneksi (O’Brian 
ym. 2004; Caracciolo ym. 2018). Lääkkeen odotettua heikompi kliininen teho selittynee ainakin 
osittain in vivo -olosuhteissa tapahtuvilla nano-biointeraktioilla, jotka muuttavat nanopartikke-
lin pintaominaisuuksia ja näin myös partikkelin toimintaa. Caracciolo ym. (2018) huomasivat, 
että proteiinikoronan muodostuminen vaikutti doksorubisiini-liposomien stabiilisuuteen. Pro-
teiinikorona näytti häiritsevän liposomien pintaa niin, että doksorubisiini vuoti ulos liposo-
mista, mikä taas heikensi valmisteen syöpäsoluja tappavaa tehoa. Tämä osoittaa sen, kuinka 





Monissa tutkimuksissa nanosilikapartikkelien on huomattu olevan haitallista keuhkoihin inha-
loitaessa (Murugadoss ym. 2017). Esimerkiksi Leibe ym. (2019) osoittivat, että heidän kokees-
saan nanosilikapartikkelien pintaan muodostuva proteiinikorona esti tulehdusreaktiota ja toksi-
suutta solutasolla. Tutkimuksessa seerumin proteiinien muodostama proteiinikorona nanosili-
kan pinnalla vähensi partikkelien sytotoksisuutta sekä makrofageissa että keuhkojen epiteeliso-
luissa. Tämän lisäksi proteiinikoronan todettiin vähentävän tulehdusreaktiota välittävän IL-8:n 
erittymistä. Tutkimuksessa todettiin myös, että proteiinikorona nanosilikan pinnalla paransi 
partikkelien soluunottoa. 
 
3.3 Pehmeä proteiinikorona 
 
Useimmiten tutkimuksissa käytetään ultrasentrifugointia proteiinikoronan eristämiseen, jolloin 
jäljelle jää vain kova proteiinikorona. Weberin tutkimusryhmä (2018) julkaisi vastikään keinon 
pehmeän proteiinikoronan eristämiseksi asymmetrisellä poikittaisvirtauskenttävirtausfraktioin-
nilla (asymmetric flow field-flow fractionation, AF4). Ryhmä vertasi polystyreeninanopartik-
kelien pintaan muodostuvan proteiinikoronan eristämistä vapaista plasmaproteiineista AF4:lla 
ja perinteisellä sentrifugaatiolla. AF4:lla onnistuttiin eristämään aggregaatti, joka ei ollut va-
paata proteiinia eikä puhdas nanopartikkeli, joten ryhmä päätteli sen olevan proteiinikoronan 
ympäröimä nanopartikkeli. Vaikka sentrifugaatio osoittautui tehokkaaksi keinoksi vapaiden 
plasmaproteiinien poistamiseen, sen todettiin olevan niin raju menetelmä, että se poistaa myös 
osan proteiinikoronasta: in situ DLS-mittaukset paljastivat AF4-näytteiden halkaisijan olevan 
suurempia kuin sentrifugaationäytteiden, mikä viittasi suurempikokoisen proteiinikoronan eli 
pehmeän koronan läsnäoloon. Tämän lisäksi sentrifugoitujen ja AF4-käsiteltyjen nanopartik-
kelien proteiinikoronan proteiinikoostumus oli erilainen: sentrifugoidun näytteen proteiiniko-
ronassa oli muun muassa enemmän lipoproteiineja. AF4-käsitellyissä näytteissä taas oli paljon 







3.4 Proteiinikoronan tulevaisuuden käyttömahdollisuudet 
 
Lundqvist ym. (2011) tutkivat, miten kovan proteiinikoronan koostumus muuttuu, kun ensin 
plasmassa inkuboidut nanopartikkelit siirretään sytosoliin. Saatua tulosta verrattiin sitten pel-
kässä plasmassa tai sytosolissa inkuboitujen partikkelien tuloksiin. Ryhmä totesi odotetusti, että 
nanopartikkelien proteiinikoronan koostumus muuttuu, kun ne viedään yhdestä biologisesta 
nesteestä toiseen, mikä on osoitus proteiinikoronan dynaamisesta luonteesta: ympäristön vaih-
doksen yhteydessä jotkin plasmaproteiinit irtoavat nanopartikkelista ja niiden tilalle sitoutuu 
sytosoliproteiineja, joilla on suurempi affiniteetti nanopartikkelin pintaan. Tutkimusryhmä huo-
masi, että kovan koronan proteiinikoostumus näiden kahden biologisen nesteen jälkeen muis-
tutti enemmän plasman kuin sytosolin tuottamaa proteiinikoostumusta, mutta silti siinä oli löy-
dettävissä elementtejä molemmista. Tulos viittaa siihen, että partikkelin proteiinikorona sisältää 
jäljen sen aiemmasta ympäristöstä. Tämä on tärkeä tieto, kun halutaan tutkia ja kohdentaa na-
nopartikkelien in vitro ja in vivo kulkeutumista. 
 
Palchetti ym. (2019) tutki erilaisten liposomien pinnalle kertyvää proteiinikoronaa tarkoitukse-
naan ennustaa syntetisoitujen liposomien kohdennustehokkuus. Tutkimusryhmä selvitti ensin 
kirjallisuuden perusteella mitkä proteiinikoronassa olevat niin sanotut sormenjälkiproteiinit 
vaikuttivat positiivisesti liposomien soluunottoon. Tämän jälkeen ryhmä katsoi, kuinka paljon 
näitä sormenjälkiproteiineja löytyi tutkimuksessa syntetisoitujen liposomien pinnalle muodos-
tuneesta proteiinikoronasta. Seuraavaksi ryhmä testasi, kuinka hyvin liposomi-proteiinikorona-
komplekseja otettiin sisään kohdesoluihin, ja odotetusti kompleksit, joissa oli eniten sormen-
jälkiproteiineja, olivat tehokkaimpia. Tutkimus osoittaa erityisesti sen, että proteiinikoronaa 
olisi mahdollista käyttää myös nanopartikkelien kohdentamiseen. Tietoa proteiinikoronasta 
voidaan siis käyttää tehokkaammin toimivien nanopartikkeleiden kehittämiseen. 
 
Juuri julkaistussa artikkelissaan Zhang ym. (2019) kertoivat onnistuneensa kohdentamaan lipo-
somi-lääkepartikkelin aivoihin manipuloimalla liposomin ympärille muodostuvaa proteiiniko-
ronaa. Liposomit valmistettiin niin, että ne houkuttelivat pinnalleen tiettyjä koronaproteiineja: 
tavoitteena oli, että proteiinikoronaan saadaan liitettyä aivoihin kohdentavia apolipoproteiineja. 
Tutkimuksessa todettiin, että nämä liposomit kohdentuvat onnistuneesti aivoihin, ja että ne pys-
tyvät kuljettamaan mukanaan syöpälääke doksorubisiinia aivoihin. Tämän tuloksen perusteella 
terapeuttisten nanopartikkelien kohdentaminen tiettyyn paikkaan proteiinikoronan avulla on 
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siis mahdollista. Erityisesti lääkkeiden kohdentaminen aivoihin herättää suurta kiinnostusta, 
sillä aivojen veri-aivoeste estää monien systeemisesti annosteltujen lääkkeiden pääsyn aivoihin. 
 
Lähtöoletus on, että nanopartikkelin siirtyessä biologisesta nesteestä toiseen suuri osa pehmeän 
koronan proteiineista vaihtuu, sillä niillä on pienempi affiniteetti nanopartikkeliin kuin kovalla 
proteiinikoronalla (Pederzoli ym. 2017). Tällä hetkellä on kuitenkin vaikea määrittää tarkkaa 
rajaa pehmeän ja kovan koronan välillä. Lisäksi tiedetään, että proteiinikoronan koostumus riip-
puu paitsi käytetystä nanomateriaalista, myös monista muista parametreistä, kuten biologisen 
nesteen koostumuksesta. Proteiinikoronan muodostuessa koronaproteiinit eivät muodosta vuo-
rovaikutuksia pelkästään nanopartikkelin vaan myös muiden koronaproteiinien kanssa. Tämän 
monimutkaisen vuorovaikutuksen selvittämiseksi tarvitaan yhdenmukaista tutkimusta ja yhtei-
nen linjaus siihen, kuinka proteiinikoronaa ja sen vaikutuksia voidaan tutkia. Kun proteiiniko-
ronasta on tarpeeksi tutkimustietoa, voidaan Palchettin ja Zhangin tutkimusryhmän (2019) ta-
paan alkaa tutkimaan mahdollisuutta hyödyntää proteiinikoronaa lääkenanopartikkelin kohden-
nusvälineenä. 
 
4 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia EV:iden pinnalle veriplasman vaikutuksesta muodostuvaa 
proteiinikoronaa sekä kehittää proteiinikoronan eristämiseen sopivia menetelmiä. Tutkimuk-
sessa käytettiin PC-3-solulinjan tuottamia EV:itä. 
 
Tutkimuksen alussa tiedonhaulla ei pystytty löytämään viiteartikkeleita, joissa olisi käsitelty 
EV:iden pinnalle muodostuvaa proteiinikoronaa. Tutkimusryhmässä EV:iden proteiinikoronan 








5 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
5.1 Tutkimuksen pääpiirteet 
 
Tutkimuksen pääpainona oli selvittää, miten EV:iden plasma-inkubaation jälkeen liuoksessa 
olevat vapaat plasmaproteiinit saataisiin mahdollisimman hyvin erilleen muodostuneesta EV-
proteiinikorona -kompleksista. Vapaiden plasmaproteiinien poistoon kokeiltiin ultrafiltraatiota 
ja SEC:iä. Molemmat tutkimussuunnat noudattivat samoja välivaiheita (kuva 4). Kaikki kokeet 
toistettiin kolmeen kertaan. 
 
 
Kuva 4. EV:iden pinnalle muodostuvan proteiinikoronan tutkimisen välivaiheet ja niissä käy-
tetyt menetelmät. EV:itä tuotettiin bioreaktorissa PC-3 -eturauhassyöpäsoluilla. Tämän jälkeen 
EV:t kerättiin differentiaalisentrifugaatiolla ja puhdistettiin jodiksanolitiheys-gradientilla. EV- 
ja lipoproteiinivapaata plasmaa valmistettiin Vivaspin-ultrafiltraatiolla. EV:iden plasmainku-
baation jälkeen vapaat plasmaproteiinit täytyi poistaa liuoksesta, jotta EV:iden pinnalle muo-
dostunutta proteiinikoronaa voitiin tutkia. Tätä testattiin Vivaspin-ultrafiltraatiolla ja geelifilt-
raatiolla. EV:t karakterisoitiin nanopartikkelien jäljitysanalyysillä (NTA) sekä western blot -




Proteiinikoronakokeissa käytettiin plasmassa inkuboidun EV -näytteen (EV-P) lisäksi vastaa-
valla tavalla käsiteltyä EV-kontrollia (EV-0) ja plasmakontrollia (P-0) (taulukko 1). Gee-
liajoissa geelille pyrittiin lisäksi laittamaan verrokiksi aina myös EV-kantaliuosta ja suodatettua 
plasmaa, jotta voitiin nähdä, miten käsittely on vaikuttanut näytteiden proteiinikoostumukseen. 
 
 
Taulukko 1. Proteiinikoronakokeissa käytetyt näytteet, niiden lyhenteet ja sisältö. EV-P näyt-
teeseen verrattuna EV-0 -näytteessä plasma on korvattu vastaavalla määrällä PBS-liuosta, ja 
P-0 -näytteessä taas EV:t on korvattu vastaavalla määrällä PBS-liuosta. EV-0 toimii kokeissa 
EV-kontrollina ja P-0 plasmakontrollina. 
Näyte Lyhenne Näytteen sisältö 
Plasmainkuboidut EV:t EV-P EV + plasma 
EV-kontrolli EV-0 EV + PBS 
Plasmakontrolli P-0 PBS + plasma 
 
Proteiinikoronan muodostumista eri nanopartikkelien pintaan sekä proteiinikoronan erottamista 
vapaista plasmaproteiineista testattiin Vivaspin-ultrafiltraatiolla myös kahdella eri nanopartik-
kelistandardilla: 100 nm -kokoisilla Nanosphere 3100A (Thermo Fisher Scientific, Fremont, 
Kalifornia, USA) sekä 200 nm -kokoisilla Silica-partikkeleilla (Kisker Biotech GmBH, Stein-
furt, Saksa). Nämä näytteet valmistettiin samaan tapaan kuin EV-P -näyte, mutta EV:t korvat-
tiin vastaavalla määrällä nanopartikkelistandardia. 
 
5.2 Solunulkoisten vesikkelien tuottaminen 
 
Tutkimuksessa käytettiin PC-3 -eturauhassyöpäsolulinjaa tuottamaan EV:itä. PC-3 on eturau-
hassyöpäsolulinja, jota käytetään tutkittaessa pitkälle edennyttä eturauhassyöpää (Kaighn ym. 
1979). PC-3 -solut hankittiin American Type Culture Collectionilta, ja ne siirrettiin CELLine 
AD 1000 -bioreaktoriin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). CELLine AD 1000 -bio-
reaktorissa on kaksi kammiota, jotka on erotettu toisistaan 10 kDa huokoskoon selluloosamem-
braanilla: toisessa kammiossa kasvatettiin PC-3 -solut (n. 15 ml) ja toisessa kammiossa oli ra-
vinneliuos (n. 0.75 l). Bioreaktorissa solujen puolella käytettiin Advanced DMEM/F-12 -liu-
osta, johon lisättiin 4.5 g/l glukoosia (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) ja 2 mM L-
glutamiinia (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Ulkokammiossa käytettiin Ham’s F-
12K (Kaighn’s, Gibco, Carlsbad, Kalifornia, USA) -liuosta, johon lisättiin 10 % naudan sikiön 
seerumia (fetal bovine serum, FBS) (Gibco, Carlsbad, Kalifornia, USA) ja 4.5 g/l glukoosia. 
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Solukasvatusta säilytettiin Heracell 150 -inkubaattorissa (Kendro Laboratory Products, 
Langenselbold, Saksa) +37 °C:ssa ja 5 %:n CO2-konsentraatiossa. 
 
5.3 Solunulkoisten vesikkelien eristäminen ja puhdistus 
 
PC-3 -EV:t (n. 15 ml) kerättiin bioreaktorista muutaman päivän välein ja eristettiin differenti-
aalisentrifugaatiolla. Aluksi kerätty soluliuos sentrifugoitiin Eppendorf 5804 R -sentrifugilla 
(Eppendorf AG, Hampuri, Saksa) 2500 g:llä 25 minuuttia +4 °C:ssa, jolloin mahdolliset solu-
partikkelit pelletöityivät. Supernatantti kerättiin talteen ja ultrasentrifugoitiin Optima L-80XP 
ultrasentrifugilla (Ordior Beckman Coulter, Brea, Kalifornia, USA) käyttäen SW 32 Ti -root-
toria ensin 20000 g:llä +4 °C:ssa yhden tunnin ajan, ja tästä erottunut supernatantti vielä 110000 
g:llä +4 °C:ssa kaksi tuntia. Ultrasentrifugaatioista syntyneet EV-pelletit yhdistettiin ja liuotet-
tiin 500 µl:aan PBS-puskuriliuosta (laimennettu 10xPBS-liuoksesta: 1.37 M NaCl; 27 mM KCl; 
100 mM Na2HPO4; 18 mM KH2PO4) (pH = 7.2). 
 
Differentiaalisentrifugaation jälkeen EV:t puhdistettiin vielä mahdollisista proteiinijäämistä 
epäjatkuvalla jodiksanolitiheysgradientilla. Tiheysgradientin valmistukseen käytettiin 
Optiprep-jodiksanoliliuosta (Optiprep Density Gradient Medium, Sigma-Aldrich, Oslo, Norja). 
Jodiksanoligradientti muodostettiin lisäämällä EV-näytteeseen jodiksanolia 45 %:n (w/v) lop-
pupitoisuuteen ja sen päälle lisättiin 35 %:n ja 0 %:n jodiksanoliluokset. Gradienttia sentri-
fugoitiin Optima L-80XP -ultrasentrifuugilla käyttäen SW 41 Ti -roottoria 200000 g:llä + 4 
°C:ssa kolme tuntia tai yön yli ilman jarrua. Tiheysgradientissa erottunut EV-kerros otettiin 
varovasti talteen, ja jodiksanoli huuhdottiin pois näytteistä pesemällä niitä viisi kertaa 15 ml:llä 
PBS:ää Amicon Ultra -15 10 kDa -sentrifugifiltterien (Merck Millipore, Dublin, Irlanti) avulla 
Eppendorf 5804 R -sentrifugilla 5000 g:llä +4 °C:ssa. Lopuksi EV-liuos konsentroitiin noin 
500 µl:n tilavuuteen, jaettiin eppendorf-putkiin, jotka säilöttiin -80°C -pakastimessa.  
 
5.4 Näytteissä olevien partikkelien määrän ja kokojakauman karakterisointi 
 
Näytteissä olevien partikkelien määrä ja kokojakauma analysoitiin NTA:lla käyttäen 
NanoSight-laitetta (LM14C, sininen laser, 405 nm, 60 mW, Nanosight, Salisbury, UK), johon 
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oli yhdistetty sCMOS-kamera (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu, Japani). Videodata 
tallennettiin NTA 3.1 -ohjelmalla (taulukko 2). Näytteitä laimennettiin tarpeen mukaan PBS:llä 
(1:1, 1:100, 1:500 tai 1:1000), ja PBS-liuoksen partikkelimäärä mitattiin sellaisenaan taustan 
selvittämiseksi. Laimennoksissa pyrittiin pääsemään pitoisuuteen, jossa NTA:lla havaittaisiin 
50-100 partikkelia/ruutu. 
 
Taulukko 2. NTA -mittauksissa ja tulosten analysoinneissa käytetyt asetukset NTA 3.1 -
ohjelmassa. 
NTA-mittaus   
Ohjelma SOP Standard measurement 
Kamerataso 16 
Kameran suljinaika 1300 
Puskurin viskositeetti vesi 
Mittausaika (s) 90 
Rinnakkaisia mittauksia 3 
Tulosten analysointi   
Partikkelien detektioraja 5 
Sumeus automaattinen 
Partikkelien odotettu koko automaattinen 
 
5.5 Veriplasma ja sen suodatus 
 
Veriplasma ostettiin SPR:n Veripalvelulta tuorepakastettuna plasmana, joka on pakastettu 24 
tunnin sisällä verenluovutuksesta. Plasma jaettiin pienempiin osiin ja säilytettiin pakastettuna -
80 °C:ssa. Ennen käyttöä tarvittava määrä plasmaa sulatettiin +37 °C vesihauteessa sekoituk-
sessa mahdollisimman nopeasti. Sulatuksen jälkeen plasmaa säilytettiin huoneenlämmössä. En-
nen kokeita plasmasta poistettiin EV:t, lipoproteiinit ja muut suuret partikkelit Vivaspin 20 
(Sartorius stedim, Stonehouse, UK) 1000 kDa -sentrifugifiltterin avulla. Erickson (2009) on 
määrittänyt yhtälön, jolla voidaan muuntaa pyöreiden proteiinien molekyylipaino Daltoneista 
nanometreiksi: 
Rmin = (3V/4π)1/3 = 0,066M1/3, 
jossa M on kappaleen koko Daltoneina ja Rmin kappaleen säde nanometreinä. Yhtälön mukaan 
1000 kDa molekyylipaino vastaa pallomaista proteiinia, jonka läpimitta on 12.1 nm. Koska 
EV:t ovat läpimittaltaan yli 30 nm kokoisia (van der Pol ym. 2012; Szatanek ym. 2017), niiden 
ei pitäisi päästä 1000 kDa suodattimen läpi vaan jäädä suodattimeen. Vivaspin-suodatuksen 




Ennen Vivaspin-suodatusta juuri sulatettu plasma suodatettiin Sertolab 0.22 µm PES -vakuu-
misuodattimen (Sartorius stedim, Stonehouse, UK) läpi liuoksen tasaisuuden varmistamiseksi. 
Plasma (n. 20 ml) suodatettiin Vivaspin-suodattimien läpi Heraeus/Baxter Megafuge 1.0 -
sentrifugilla (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) swingin bucket -roottorilla 
3000 g:llä huoneenlämmössä, kunnes suurin osa plasmasta saatiin suodatettua. Vivaspin-suo-
datuksen jälkeen plasma steriilisuodatettiin vielä 0.22 µm Millex-GV PVDF-ruiskusuodatti-
milla (Merck Millipore, Dublin, Irlanti) steriileissä olosuhteissa. Vivaspin-suodatetun ja suo-
dattamattoman plasman proteiiniprofiilin vastaavuus tarkistettiin lopuksi SDS-PAGE:lla ja 
SEC:llä. 
 




Aluksi testattiin, jäisivätkö EV:t kiinni Vivaspin-suodattimien suurimolekyylikokoisiin 1000 
kDa -huokosiin: 10 µl:aa EV-kantaliuosta (3.1x1010 partikkelia) laimennettiin 10 ml:aan 
PBS:ää ja suodatettiin lähes tyhjäksi Vivaspin-suodattimilla Eppendorf 5804 R -sentrifugilla 
3000 g:llä +4 °C:ssa. Suodattimeen jäänyt osuus (n. 100 µl) kerättiin talteen NTA-analyysiä 
varten, suodattimeen lisättiin PBS:ää ja pesu toistettiin kaksi kertaa. 
 
Seuraavaksi EV:iden plasmainkubaation jälkeen vapaiden plasmaproteiinien poistoa testattiin 
Vivaspin-suodatuksella. 200 µl:aa EV-kantaliuosta (2.4-5.4x1011 partikkelia) sekoitettiin 5 
ml:aan suodatettua plasmaa, ja liuosta inkuboitiin huoneenlämmössä 10 minuuttia. EV- ja plas-
makontrollit valmistettiin samaan tapaan. Tämän jälkeen Vivaspin-suodattimet täytettiin 20 
ml:aan asti PBS:llä ja suodatettiin tyhjäksi Swinging bucket -roottorilla Megafuge 1.0 -sentri-
fugilla 3000 g:llä huoneenlämmössä. Pesu toistettiin neljä kertaa, minkä jälkeen EV:t irrotettiin 
sentrifugifiltteristä 500 µl:lla 2 % SDS-liuosta. Vivaspin-proteiinikorona -näytteet analysoitiin 






Plasmainkubaation jälkeen EV-proteiinikorona -kompleksin erottamista vapaista plasmaprote-
iineista testattiin myös SEC:llä. SEC suoritettiin Bio-Radin NGC Chromatography System -
laitteella ja 40 ml:n Econo-pylväällä (1 cm x 50 cm), joka täytettiin valmistajan ohjeiden mu-
kaisesti Sephacryl S-300 -hiekalla (GE Healthcare, Uppsala, Ruotsi). Valmistajan tietojen mu-
kaan Sephacryl S-300 pystyy erottamaan 10-1500 kDa:n kokoisia pallomaisia molekyylejä 
(materiaalin huokoskoko 13 nm), jolloin EV:t ja muut suuret partikkelit eluoituvat ensimmäi-
senä ulos pylväästä. Plasmanäytteet laimennettiin aina vähintään 50 %:a viskositeetin vähentä-
miseksi: 200 µl:aa EV-kantaliuosta (2.6-4.6x1011 partikkelia) ja suodatettua plasmaa sekoitet-
tiin suhteessa 1:1, ja liuoksen annettiin inkuboitua huoneenlämmössä 10 minuuttia. EV- ja plas-
makontrollit valmistettiin samaan tapaan. Näytteet laimennettiin 500 µl:n näytetilavuuteen 
PBS:llä ja näyte injektoitiin SEC-laitteeseen 500 µl:n näytesilmukan kautta. SEC-ajojen tar-
kemmat kromatografiavaiheet määritettiin ChromLab-ohjelmalla (Bio-Rad, Hercules, 
Kalifornia, USA) valmistajan suositusten mukaisesti (taulukko 3). 
 
Taulukko 3. SEC-ajoihin käytetyn kromatografiaohjelman asetukset automaattisella NGC 
Chromatography System -laitteella. SEC-ajo koostui kolmesta vaiheesta: tasapainotus, näytteen 
lisäys ja eluutio. Ajoissa käytettiin tasaista virtausnopeutta, ja kutakin vaihetta jatkettiin taulu-
kossa ilmaistun tilavuuden verran. 
Ohjelman vaihe Virtaus (ml/min) V (ml) 
Tasapainotus 0.39 5 
Näytteen lisäys 0.39 2 
Eluutio 0.39 60 
 
 
SEC-ajoista kerättiin automaattisella fraktionkerääjällä 1 ml:n fraktioita eluutiovälillä 5-20 
ml:aa. NGC Chromatography System tallensi automaattisesti näytteiden absorbanssin aallon-
pituuksilla 215, 255, 280 ja 495 nm. Näytteiden proteiinimäärän tarkkailuun käytettiin aallon-
pituutta 215 nm sen herkkyyden vuoksi sekä häiritsevien tekijöiden vähentämiseksi (Noble ja 
Bailey 2009). SEC-ajojen tulokset tallennettiin ChromLab-ohjelmalla, josta ne siirrettiin 




SEC-ajon jälkeen EV-fraktion kohdalta kerättiin kahdet 1 ml:n näytteet, jotka yhdistettiin ja 
konsentroitiin noin 100 µl:n tilavuuteen Amicon Ultra -4 UltraCel 10 kDa -sentrifugisuodatti-
milla (Merck Millipore, Dublin, Irlanti). Tämän jälkeen selvitettiin näytteiden proteiinipitoi-
suus, ja näytteet analysoitiin SDS-PAGE:lla sekä western blot -analyysillä. 
 
5.7 Näytteiden proteiinipitoisuuden määritys 
 
Ennen geeliajoja proteiinien määrä näytteissä määritettiin kolorimetrisesti (Pierce BCA Protein 
Assay, Thermo Scientific, USA) bikinkoniinihappo-määritystestillä. Proteiinistandardit (toi-
mintaväli 0.2 - 2 µg/µl) valmistettiin testin ohjeiden mukaisesti naudan sikiön seerumista (BSA, 
bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). 96-kuoppalevylle pipetoi-
tiin testin ohjeiden mukaisesti kahdet tai kolmet rinnakkaisnäytteet standardeista ja testinäyt-
teistä, jonka jälkeen niihin lisättiin valmistajan ohjeiden mukaan valmistettua reagenssiliuosta. 
EV- ja proteiinikoronanäytteet määritettiin sellaisinaan ilman laimentamista. Plasmanäytteitä 
täytyi laimentaa, jotta niiden proteiinipitoisuus saatiin testin toimintavälille: suodattamaton 
plasma laimennettiin PBS:llä suhteessa 1:100, ja Vivaspin-suodatettu plasma laimennettiin suh-
teessa 1:20 tai 1:15. Näytekuoppiin oli valmiiksi pipetoitu SDS-liuosta niin, että sen pitoisuus 
kuopassa on 2 %, jotta EV:t saataisiin hajotettua ja proteiinit vapautettua liuokseen. 96-kuop-
palevyä inkuboitiin 30 minuuttia +37 °C:ssa ilman sekoitusta, jonka jälkeen näytteiden absorp-
tio 562 nm:ssä mitattiin Varioskan Lux -spektrofotometrillä (Thermo Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA) SkanIt 5.0 -ohjelmalla. Lopuksi näytteiden proteiinimäärät määritettiin 
proteiinistandardeista piirretyn standardisuoran avulla.  
 
5.8 Näytteiden proteiiniprofiilin analyysi: SDS-PAGE 
 
SDS-PAGE suoritettiin 4-20 % Mini-PROTEAN TGX Stain-free -geeleillä (Bio-Rad, 
Hercules, Kalifornia, USA). Geelit asetettiin Mini-PROTEAN system -ajokammioon, ja ajo-
puskurina käytettiin 1x ajopuskuria (25 mM Tris, 192 mM glysiini, 0.1 % SDS). Riippuen näyt-
teiden proteiinipitoisuudesta geelille otettiin 2.5 µg:aa, 5 µg:aa tai 10 µg:aa proteiinia kaivoa 
kohti: yhdelle geelille laitettiin aina yhtenäiset määrät proteiinia, ja käyttöön valittiin suurin 
mahdollinen proteiinimäärä. Näytteisiin lisättiin näytepuskuria (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2 
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% SDS, 25 % (v/v) glyseroli, 0.01 % bromofenolisininen, 5 % β-merkaptoetanoli) ja niitä in-
kuboitiin lämpöblokissa +95 °C:ssa 5 minuuttia. Proteiinien kokomarkkerina käytettiin Page-
Ruler Plus Prestained Protein Ladderiä (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 
jossa oli yhdeksän eri proteiinia välillä 10-250 kDa. Näytteet pipetoitiin geelille, ja elektrofo-
reesia ajettiin tasaisella virralla: 20 mA:a yhdelle geelille ja 40 mA:a kahdelle geelille, kunnes 
ajorintama oli ajautunut lähes geelin alareunaan. 
 
Elektroforeesin jälkeen geelit värjättiin joko Coomassie-sinisellä tai hopeavärjäyksellä. 
Coomassie-värjäys suoritettiin Bio-Safe Coomassie G-250 -värillä (Bio-Rad, Hercules, 
Kalifornia, USA) valmistajan ohjeiden mukaisesti: geeli pestiin milliQ vedellä 15 minuuttia 
kolme kertaa. Tämän jälkeen geeliä värjättiin Coomassie G-250 värillä tunnin ajan, minkä jäl-
keen geeliä huuhdottiin milliQ vedellä vielä 30 minuuttia. Hopeavärjäys suoritettiin Pierce 
Silver Stain Kit -tarvikkeilla (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) valmistajan 
ohjeiden mukaisesti: Geeli pestiin milliQ vedellä 5 minuutin ajan kaksi kertaa, 30 %:n etanolin 
ja 10 %:n etikkahapon seoksella 15 minuuttia kaksi kertaa, 10 %:lla etanolilla 5 minuuttia kaksi 
kertaa ja milliQ vedellä 5 minuuttia kaksi kertaa. Tämän jälkeen valmistettiin Sensitizer 
Working Solution, jossa geeliä inkuboitiin 1 minuutti, ja pestiin milliQ vedellä 1 minuutti kaksi 
kertaa. Seuraavaksi valmistettiin Stain Working Solution, jossa geeliä inkuboitiin 30 minuuttia. 
Geeli pestiin nopeasti kaksi kertaa milliQ vedellä ja siirrettiin Developer Working Solutioniin. 
Kun proteiinijuovat olivat kehittyneet tarpeeksi (noin minuutin ajan) kehittäminen pysäytettiin 
5 % etikkahapolla. Tämän jälkeen geeliä inkuboitiin vielä 10 minuuttia etikkahapossa. 
 
Kaikki geelit kuvannettiin ChemiDoc MP kuvannuslaitteella (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, 
USA) ja Image Lab 6.0 -ohjelmalla käytetyn värjäystekniikan mukaisin asetuksin. 
 
5.9 Vesikkelinäytteiden karakterisointi western blot -analyysillä 
 
SDS-PAGE:n jälkeen geeleistä analysoitiin EV-markkerina käytetyt proteiinit, HSP70, tubu-
liini ja TSG101, western blotilla. Western blot geeleissä käytettiin PC-3 soluista valmistettua 
solulysaattia positiivisena kontrollina. Western blot suoritettiin käyttäen Trans-Blot Turbo 
Transfer Packia (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA) 0.2 µm:n nitroselluloosamembraanilla. 
SDS-PAGE geelin proteiinijuovat siirrettiin nitroselluloosamembraanille Trans-Blot® Turbo™ 
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Transfer System -laitteen automaattisilla ohjelmilla. Membraania huuhdottiin TBS:llä, jonka 
jälkeen membraani siirrettiin seokseen, jossa oli 3 %:a BSA:ta TBS-T:ssä (20 mM Tris-HCl, 
500 mM NaCl, 0.05 % Tween 20). Tämä liuos toimi blokkiliuoksena, joka estää koettimien 
epäspesifisen sitoutumisen kalvolla. Membraania huuhdottiin TBS-T:llä 5-10 minuuttia kaksi 
kertaa. Membraani leikattiin vasta-aineiden teoreettisten sitoutumiskohtien mukaisiksi suika-
leiksi (kuva 5), jotka laitettiin sitten primaaristen vasta-aineidensa kanssa inkuboitumaan 2 tun-
niksi tai yön yli heilutukseen +4 °C:ssa. EV-markkerien vasta-aineina käytettiin HSP70 (70 
kDa, Purified Mouse Anti-Hsp 70, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA), α-
tubuliinia (55 kDa, Monoclonal Mouse Anti-α-tubulin antibody, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA) ja TSG101:sta (40-45 kDa, Purified Mouse Anti-TSG101, BD Biosciences, 
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Primäärivasta-aineet valmistettiin 3 %:n BSA TBS-T -liu-
okseen, johon lisättiin 0.02 %:a NaN3 säilöntäaineeksi. HSP70-vasta-aine laimennettiin suh-
teessa 1:1000, tubuliini 1:1500 ja TSG101 suhteessa 1:750. Primaarivasta-aine -inkubaation 
jälkeen membraanisuikaleita pestiin erikseen TBS-T:llä 5 minuuttia 4-5 kertaa. Tämän jälkeen 
kaikki suikaleet inkuboitiin sekundäärisessa vasta-aineessa (GT-anti-Ms IgG1 Secundary 
Antibody HRP conjugate, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) tunnin ajan. Se-
kundäärinen vasta-aine valmistettiin laimentamalla sitä TBS-T:llä 1:4000. Lopuksi sitoutuma-
ton vasta-aine pestiin pois huuhtelemalla suikaleita TBS-T:llä 5-10 minuuttia 4 kertaa, ja lo-
puksi vielä kerran pelkällä TBS:llä. 
 
 
Kuva 5. Spesifisten vasta-aineiden (HSP70, tubuliini ja TSG101) teoreettisten kokojen mukai-
set sitoutumiskohdat western blot -kalvolla. Western blot -kalvo leikattiin kuvassa indikoitujen 
leikkauskohtien mukaisesti suikaleiksi, jotka sitten inkuboitiin omissa vasta-aine -liuoksissaan 




HRP sekundäärivasta-aineen konjugaatti (Clarity Western ECL substrate, Bio-Rad, Hercules, 
Kalifornia, USA) valmistettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti sekoittamalla reagensseja suh-
teessa 1:1. Blot-liuskat kasteltiin nopeasti vastavalmistetussa konjugaatissa, aseteltiin läpinäky-
vän kalvon väliin ja kuvannettiin ChemiDoc MP kuvannuslaitteella ja Image Lab 6.0 -ohjel-




6.1 Käytettyjen EV-kantaliuosten karakterisoiminen 
 
Jotta saataisiin varmistettua, että tutkimuksessa käytetyt partikkelit ovat EV:itä, kokeissa käy-
tetyt EV-kantaliuokset karakterisoitiin NTA:lla (kuva 6 ja taulukko 4), minkä lisäksi näytteiden 
proteiinipitoisuus määritettiin kolorimetrisesti (taulukko 4). Kokojakaumakäyrän mukaan EV-
kantaliuoksen partikkelit ovat EV:iden kokoluokkaa: suurin osa partikkeleista on välillä 90-200 
nm. Myös muista kantaliuoksista määritetyt NTA-tulokset ovat saman suuntaisia. EV-näytteistä 
analysoitiin myöhemmin myös vesikkelimarkkerit western blot -analyysillä samanaikaisesti 





















Kuva 6. Nanopartikkeleiden jäljitysanalyysillä EV-näytteistä määritettiin partikkelien kokoja-
kauma ja konsentraatio. A. NTA-laite. B. Kuvakaappaus vesikkelinäytteestä NTA 3.1 -ohjel-
massa. C. 30.11.18 EV-kantaliuoksen kokojakaumakäyrä. 
 
Taulukko 4. Tutkimuksessa käytettyjen EV-kantaliuosten ominaisuuksia. Partikkelipitoisuus 










26.9.2018 1.78x1012 179 77 0.45 
30.11.2018 2.70x1012 170 75 0.54 
20.12.2018 2.10x1012 163 74  0.51 





































6.2 Vivaspin-suodatettu plasma 
 
Kokeessa haluttiin varmistua siitä, että suodatettu plasma vastaa proteiinikoostumukseltaan 
suodattamatonta plasmaa, joten bikinkoniinihappo-määrityksellä selvitettiin suodattamattoman 
sekä suodatettujen plasmojen proteiinipitoisuus suodatuksen eri vaiheissa (taulukko 5). Tulos-
ten mukaan proteiinin määrä näytteissä väheni huomattavasti Vivaspin-suodatuksen jälkeen. 
Vivaspin- ja Sertolab-suodatetun sekä suodattamattoman plasman proteiiniprofiilin vastaavuus 
tarkistettiin lisäksi SDS-PAGE:lla ja SEC:llä. SDS-PAGE-analyysin (kuva 7) mukaan näyttei-
den proteiiniprofiili oli samanlainen. Tätä tukivat myös SEC:llä saadut tulokset (kuva 8). 
Vivaspin-suodatetusta plasmasta analysoitiin myös partikkeliprofiili NTA:lla. Näiden tulosten 
(taulukko 7) mukaan suodatetusta plasmasta löytyvät partikkelit olivat alle 90 nm kokoisia. 
Plasmasta analysoitiin myöhemmin myös vesikkelimarkkerit western blot -analyysillä saman-
aikaisesti proteiinikoronanäytteiden kanssa (kuva 15). 
 
Taulukko 5. Plasman proteiinipitoisuus suodatuksen eri vaiheissa. Tutkimuksessa käytetty 
plasma suodatettiin ensin Sertolab-suodattimella ja sen jälkeen Vivaspin-suodattimella. Näyt-
teiden proteiinipitoisuus määritettiin kolorimetrisesti bikinkoniinihappo-määrityksellä jokaisen 
suodatuksen jälkeen. Tuloksissa on otettu huomioon varsinaisessa proteiinipitoisuuden määri-
tyksessä käytetyt laimennokset. 
Proteiinipitoisuus Suodatus 1 Suodatus 2 
Suodattamaton plasma 59.9 µg/µl 63.5 µg/µl 
Sertolab-suodatettu plasma 58.8 µg/µl 73.1 µg/µl 
Vivaspin-suodatettu plasma 12.3 µg/µl 10.2 µg/µl 
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Kuva 7. SDS-PAGE geelikuva plasmasta, Sertolab-suodatetusta sekä Vivaspin-suodatetusta 
plasmasta. Näytteissä oli 10 µg proteiinia kaivoa kohden, ja geeli värjättiin Coomassiella ennen 
kuvaamista. Vasemmassa reunassa proteiinistandardien koot on ilmaistu kDa:na. 
 
Taulukko 6. Vivaspin-suodatetun plasman partikkeliprofiili. Vivaspin-suodatetussa plasmassa 
olevat partikkelit analysoitiin NTA:lla. 
 
Partikkelipitoisuus 
(partikkelia/ml) Halkaisija (nm) 
 
Hajonta (nm) 
Vivaspin-plasma 1 2.49x1011 87 46 













































































Plasma Sertolab plasma Vivaspin plasma
34 
 
B Sertolab-suodatetun plasman kuvaaja. C Vivaspin-suodatetun plasman kuvaaja. D yhdistetty 
kuvaaja kaikista edellä mainituista. Proteiinien absorbanssi mitattiin aallonpituudella 215 nm:ä. 
Kuvaajat on katkaistu 50 ml:n eluutiotilavuudesta, sillä sen jälkeen ei enää eluoitunut piikkejä. 
 
6.3 Proteiinikoronan eristäminen Vivaspin-ultrafiltraatiolla 
 
6.3.1 Solunulkoisten vesikkelien Vivaspin-suodatuksen testaaminen 
 
EV:t saattavat jäädä kiinni suurikokoisiin filtterisuodattimiin, joten testattiin, saataisiinko EV:t 
kerättyä pois Vivaspin-suodattimista PBS-pesujen jälkeen. Vain suhteellisen pieni osa 
Vivaspin-suodattimeen laitetuista EV:istä saatiin kerättyä talteen pesujen jälkeen (kuva 9). Suo-




Kuva 9. Vivaspin-suodattimien testaus EV:illä: jäävätkö EV:t kiinni suodattimeen. Vivaspin-
suodattimeen laitettiin EV-kantaliuosta, ja näytettä pestiin PBS:llä. Pylväät kuvaavat sitä 
kuinka suuri osa partikkeleista saatiin kerättyä pois suodattimesta kunkin peräkkäisen pesun 
jälkeen. Partikkelimäärät määritettiin NTA:lla. 
 
6.3.2 Proteiinikoronan eristäminen Vivaspin-ultrafiltraatiolla 
 
Kokeessa testattiin, olisiko Vivaspin-suodattimen avulla mahdollista saada EV:t ja niiden pro-
teiinikorona erotettua plasman vapaista proteiineista. Vivaspin-suodatuksen ja pesujen jälkeen 












1. pesu 2. pesu 3. pesu
EV:tä jäljellä pesun jälkeen
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EV-0 -näytteet olivat proteiinimääriltään niin laimeita, että niitä ei saatu näkymään geelillä 
(kuva 10). EV:iden ja nanopartikkelistandardien proteiinivyöhykkeet muistuttavat huomatta-
vasti plasmakontrollinäytettä, eikä niiden välillä ole juurikaan nähtävissä eroa. SDS-PAGE -
analyysin jälkeen vastaavien näytteiden proteiiniprofiilia tarkasteltiin myös western blot -ana-
lyysillä, joka näytti kaikille näytteille haalean positiivisen tuloksen (kuva 11). 
 
Kuva 10. SDS-PAGE -geelikuva Vivaspin-käsitellyistä proteiinikoronanäytteistä ja niiden kan-
taliuoksista. Näytteissä oli 10 µg proteiinia kaivoa kohden, ja geeli värjättiin Coomassiella en-
nen kuvaamista. Kaivoissa 3-6 on Vivaspin-suodatetut proteiinikoronanäytteet. Verrokkina toi-
mivat kaivon 2 EV-kantaliuos ja kaivon 7 plasma. Vasemmassa reunassa on ilmaistu proteii-
nistandardien koot. EV-P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; S-P: plasmassa inkuboitu nanopar-





Kuva 11. Western blot -kalvokuva Vivaspin-käsitellyistä proteiinikoronanäytteistä. Oikeassa 
reunassa on ilmaistu western blot -analyysissä käytetyt vasta-aineet (HSP70, tubuliini ja 
TSG101) ja niiden määrityskohta geelillä. LAD: proteiinistandardi; P-0: plasmakontrolli; EV-
P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; S-P: plasmassa inkuboitu nanopartikkelistandardi (Silica); 
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N-P: plasmassa inkuboitu nanopartikkelistandardi (Nanosphere); SL: PC-3-solulysaatti (posi-
tiivinen kontrolli). 
 
6.4 Proteiinikoronan eristäminen geelifiltraatiolla 
 
EV:iden proteiinikoronan erottamista plasman vapaista proteiineista kokeiltiin myös geelifilt-
raation avulla. Proteiinikorona-näytteet ajettiin SEC-pylvään läpi ja automaattinen kromatogra-
fialaite tallensi näytteiden proteiinin absorbanssin SEC-ajon aikana. EV-piikki saatiin lähestul-
koon eristettyä vapaista proteiineista, mutta EV-ja proteiinipiikki menevät kuitenkin hiukan 
päällekkäin (kuva 12). SEC-ajon jälkeen EV-piikin kohdalta kerättiin kahdet 1 ml:n näytteet 
kaikista kolmesta ajosta, näytteet konsentrointiin, ja niiden proteiinikoostumus selvitettiin SDS-
PAGE:lla (kuvat 13 ja 14): EV-P, EV- ja plasmakontrolli eroavat kaikki toisistaan. Lisäksi nii-





















































































vaaja. C P-0 -kuvaaja. D yhdistetty kuvaaja kaikista edellä mainituista. Proteiinien absorbanssi 
mitattiin aallonpituudella 215 nm. Violetilla korostetuista kohdista kerättiin 2 ml:n näytteet jat-
koanalyysiä varten. Kuvaaja on katkaistu 50 ml eluutiotilavuudesta, sillä sen jälkeen ei eluoi-
tunut piikkejä. EV-P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; EV-0: EV-kontrolli; P-0: plasmakontrolli. 
 
Kuva 13. Silver stain -värjätty SDS-PAGE-geeli SEC-proteiinikoronanäytteistä. Näytteissä on 
2.5 µg proteiinia kaivoa kohden. Proteiinikoronanäyte ja sen kontrollinäytteet ovat kaivoissa 6, 
3 ja 8. Kaivot 2, 5 ja 7 ovat tyhjiä. Vasemmassa reunassa on ilmaistu proteiinistandardien koot. 
EV-0: EV-kontrolli; EV-P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; P-0: plasmakontrolli. 
 
Kuva 14. Coomassie-värjätty SDS-PAGE-geelikuva SEC-proteiinikoronanäytteistä. Näyt-
teissä on 5 µg proteiinia kaivoa kohden. Proteiinikoronanäyte ja sen kontrollinäytteet ovat kai-
voissa 3-5. Vasemmassa reunassa on ilmaistu proteiinistandardien koot. EV-0: EV-kontrolli; 




SEC:n avulla erotetut proteiinikoronanäytteet analysoitiin western blotilla: EV-näytteet antavat 
positiivisen signaalin kalvolla (kuva 15). SEC-kokeissa käytetyt EV-määrät, EV-saanto SEC-
ajojen jälkeen, sekä muita tietoja näytteistä kerättiin lopuksi yhteen (taulukko 7). 
 
 
Kuva 15. Western blot -kalvokuva SEC-proteiinikoronanäytteistä. Oikeassa reunassa on il-
maistu western blot -analyysissä käytetyt vasta-aineet (HSP70, tubuliini ja TSG101) ja niiden 
määrityskohta geelillä. LAD: proteiinistandardi; EV-0: EV-kontrolli; EV: EV kantaliuos; EV-
P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; P-0: plasmakontrolli; SL: PC-3 -solulysaatti (positiivinen 
kontrolli). 
 
Taulukko 7. Proteiinikoronanäytteiden partikkelimäärät ennen SEC-ajoja, saannot ja proteiinin 
määrä. Näytteiden partikkelimäärät määritettiin NTA:lla. Proteiinipitoisuus on määritetty kolo-
rimetrisesti Piercen BCA-testillä. Näytemäärä (partikkeleita) kertoo sen, kuinka paljon EV:itä 
on laitettu näytteisiin ennen SEC-ajoa. EV-P -saantotuloksissa on otettu huomioon P-0 antama 
partikkelitausta. EV-0 -saantotuloksissa on otettu huomioon EV-0_taustan antama partikkeli-
tausta. EV-P: plasmassa inkuboitu EV-näyte; EV-0: EV-kontrolli; P-0: plasmakontrolli; EV-
0_tausta: SEC-partikkelitausta absorbanssin ollessa tasainen.  









SEC-ajo 1 EV-P 2.6x1011 1.5x1011 56 % 153 0.24 
  P-0 0 6.6x109   130 0.32 
  EV-0 2.6x1011 1.1x1011 42 % 173 0.13 
  EV-0_tausta 0 1.1x107   190  - 
SEC-ajo 2 EV-P 2.8x1011 9.7x1010 31 % 154 0.22 
  P-0 0 1.1x1010   134 0.1 
  EV-0 2.8x1011 6.3x1010 22 % 154 0.07 
  EV-0_tausta 0 4.8x108   182  - 
SEC-ajo 3 EV-P 4.6x1011 8.2x1010 17 % 157 0.17 
  P-0 0 4.0x109   214 0.07 
  EV-0 4.6x1011 1.3x1011 28 % 150 0.09 






7 TULOSTEN TARKASTELU 
 
7.1 EV:iden karakterisointi 
 
EV-kantaliuoksista määritettiin nanopartikkeleiden jäljitysanalyysillä niissä olevien partikke-
lien kokojakauma ja konsentraatio. Mittaustulosten (kuva 6 ja taulukko 4) mukaan näytteistä 
määritetyt partikkelit ovat EV:iden kokoisia, noin välillä 90-200 nm. Eri EV-eristysten aikana 
sekä EV:iden koko että saanto partikkelien koko pysyi samana. EV:iden tuotto oli siis hyvin 
toistettavaa. EV-kantaliuosnäytteestä oli löydettävissä western blotilla sekä HSP70 että tubu-
liini (kuva 15). Voidaan siis todeta, että kokeessa käytetyt partikkelit olivat EV:itä. 
 
7.2 Vivaspin-suodatettu plasma vastaa proteiiniprofiililtaan suodattamatonta plasmaa 
 
Kokeissa käytetty veriplasma suodatettiin Vivaspin-suodattimilla plasman omien EV:iden pois-
tamiseksi. Aiemmin mainitun Ericksonin (2009) määrittämän yhtälön mukaan EV:iden ja mui-
den yli 13 nm:n kokoisten partikkelien ei pitäisi läpäistä Vivaspin-suodattimen 1000 kDa huo-
kosia, joten EV:iden pitäisi jäädä suodattimeen ja suodoksen olla EV-vapaata plasmaa. Suoda-
tus poistaa EV:iden lisäksi plasmasta muita suurikokoisia partikkeleita, kuten lipoproteiineja 
(Feingold ja Grunfeld 2000), joten suodatetun ja suodattamattoman plasman proteiiniprofiilin 
vastaavuus haluttiin tarkistaa. Mikäli Vivaspin-suodatus muuttaisi plasman proteiiniprofiilia 
merkittävästi, ei sen käyttö proteiinikoronakokeissa olisi tarkoituksenmukaista. 
 
Suodattamattoman ja suodatetun plasman proteiinipitoisuus selvitettiin kolorimetrisesti bikin-
koniinihapon määrityksellä (taulukko 5), ja tuloksista on nähtävissä, että Sertolab-suodatus ei 
juurikaan muuttanut plasman proteiinimäärää. Vivaspin-suodatus sen sijaan vähensi proteii-
nipitoisuutta noin viidesosaan verrattuna suodattamattomaan plasmaan. Proteiinipitoisuustu-
lokset eivät kuitenkaan ole täysin loogisia: suodatuksessa 2 Sertolab-suodatetun plasman pro-
teiinipitoisuus on suurempi kuin suodattamattoman plasman. Tämä johtuu todennäköisesti 
määrityksessä käytettyjen suurten laimennoksien aiheuttamasta vaihtelusta tai suodatetun plas-
man tilavuuden vaihtelusta. 
 
Varsinaisen proteiiniprofiilin vastaavuus tarkistettiin SDS-PAGE:lla ja SEC:llä. Suodattamat-
toman ja suodatettujen plasmojen SEC-kromatogrammit (kuva 8) näyttävät proteiinin määrän 
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näytteissä aallonpituudella 215 nm. Suodattamattoman ja Sertolab-suodatetun plasman kuvaa-
jat ovat lähes identtiset, ja päällekkäin asetettuna (kuva 8 D) ne lähestulkoon peittävät toisensa. 
Tämä kertoo siitä, että Sertolab-suodatus ei muuttanut plasman proteiineja tai niiden määrää. 
Vivaspin-suodatetun plasman kuvaajan absorbanssi taas on huomattavasti pienempi. Koska 
proteiinin absorbanssi on suhteessa proteiinin määrään (Noble ja Bailey 2009), tämä kertoo 
siitä, että näytteessä on vähemmän proteiinia, mikä on yhteneväistä kolorimetrisesti määritet-
tyjen proteiinipitoisuuksien kanssa (taulukko 5). Muodoltaan Vivaspin-suodatetun plasman ku-
vaaja on kuitenkin yhteneväinen muiden kuvaajien kanssa, mikä viittaa siihen, että näytteissä 
on samankokoisia proteiineja. 
 
Plasma-näytteiden SDS-PAGE-ajo tuotti identtiset ajokuvaajat kaikista kolmesta näytteestä 
(kuva 7), mistä voidaan päätellä, että näytteiden proteiinikoostumukset olivat samanlaiset. Vi-
vaspin-suodatettu plasma vaikuttaa siis vastaavan proteiiniprofiililtaan suodattamatonta plas-
maa, joten sen käyttö proteiinikoronakokeissa oli perusteltua. SEC-analyysi sekä proteiininpi-
toisuusmääritys viittaavat siihen, että Vivaspin-suodatus vähentää plasman proteiinimäärää, 
mikä ei kuitenkaan haitannut, sillä proteiinikokeissa ongelmana on usein juuri plasman tuot-
tama liian suuri proteiinitausta. 
 
Vivaspin-suodatetussa plasmassa olevat partikkelit analysoitiin NTA:lla (taulukko 6). Partik-
keleita on suhteellisen paljon, mutta niiden halkaisija eroaa huomattavasti työssä käytettyjen 
EV:iden halkaisijasta (taulukko 4). Partikkelien halkaisija on kuitenkin suurempi kuin 
Ericksonin määrittämän yhtälön mukaisesti laskettu Vivaspin-suodattimen huokoskoko. Par-
tikkelit eivät kuitenkaan vaikuta olevan EV:itä, sillä suodatetusta plasmasta ei löydy EV-mark-
kereita western blot -analyysissä (kuva 15). Plasmassa olevat partikkelit saattavat siis olla esi-
merkiksi proteiiniaggregaatteja. Olisi kuitenkin hyvä tarkistaa esimerkiksi western blotilla spe-
sifisillä markkereilla, ovatko partikkelit lipoproteiineja. 
 
7.3 Solunulkoisten vesikkelit jäävät kiinni Vivaspin-suodattimeen 
 
Koska EV:t saattavat jäädä kiinni suurimolekyylikokoisiin suodatinmateriaaleihin, testattiin, 
jäisivätkö ne kiinni Vivaspin-suodattimiin. PBS:llä laimennettua EV-kantaliuosta suodatettiin 
Vivaspin-suodattimen läpi, suodattimeen jäänyt liuos kerättiin talteen ja suodatin pestiin useaan 
kertaan. Vain pieni osa Vivaspin-suodattimeen laitetusta EV-liuoksesta saatiin kerättyä pois 
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suodattimelta (kuva 9). Tästä on pääteltävissä, että huomattava osa EV:stä jää kiinni suodatti-
meen. 
 
Tutkimuksissa on todettu, että jo 0.125 % SDS-liuos hajottaa sekä mikrovesikkelit että ekso-
somit (Osteikoetxea ym. 2015). Työssä käytetyn Pierce BCA Protein Assay -testin ohjeissa taas 
suositellaan käyttämään 2 % SDS:ää näytteiden lipidien hajottamiseksi (Morton ja Evans 
1992), joten Vivaspin-proteiinikoronakokeissa päätettiin käyttää 2 % SDS:ää EV:iden irrotta-
miseksi suodattimesta. 
 
7.4 Vivaspin-ultrafiltraatiolla ei pystytty eristämään proteiinikoronaa 
 
Seuraavaksi testattiin, saataisiinko Vivaspin-suodattimen avulla EV:t ja niiden proteiinikorona 
erotettua plasman vapaista proteiineista. EV:itä inkuboitiin PBS:llä laimennetun plasman 
kanssa, jonka jälkeen näytettä pestiin useita kertoja, jotta plasman vapaat proteiinit saataisiin 
pois näytteestä. Plasmainkuboidun EV-näytteen lisäksi vastaavalla tavalla käsiteltiin EV-kont-
rolli EV-0, plasmakontrolli P-0 sekä kaksi eri nanopartikkelistandardia. Nanopartikkelistandar-
deilla oli tarkoitus nähdä muodostaako plasma erilaisen proteiinikoronan eri partikkeleiden pin-
taan. 
 
Näytteiden proteiinikoostumusta tarkasteltiin SDS-PAGE-geelillä (kuva 10). EV-kontrollina 
toimiva EV-0-näyte oli proteiinimäärältään niin laimea, ettei siitä saatu näytettä SDS-PAGE-
geelille. Suodatettu plasma muodosti paljon proteiinivyöhykkeitä geelille. Tämä oli odotetta-
vissa, sillä plasma on erittäin proteiinirikasta. Vivaspin-näytteissä (EV-P, N-P, S-P ja P-0) on 
nähtävissä paljon samoja proteiinivyöhykkeitä kuin suodatetussa plasmassa. Kaikki näytteiden 
proteiinivyöhykkeet eivät kuitenkaan ole samoja kuin plasmassa. Tämä kertoo siitä, että 
Vivaspin-pesujen aikana tietyt proteiinit poistuivat näytteestä, ja jotkin rikastuivat näytteeseen. 
Plasmakontrollin P-0 ja EV-P:n sekä nanopartikkelistandardien välillä on kuitenkin vaikea 
nähdä huomattavaa eroa. Tämä viittaa siihen, että Vivaspin-suodattimeen jäivät samat proteiinit 
riippumatta siitä, mikä näyte oli kyseessä. Vaikuttaa siis siltä, että SDS-PAGE-geelillä näkyvät 
proteiinivyöhykkeet johtuvat lähinnä suodattimeen tarttuneista proteiineista (plasmatausta, P-
0). EV-P-näytteessä ei juurikaan näy EV-kantaliuoksessa olevia proteiinivyöhykkeitä. Myös se, 
ettei EV-0-näytettä saatu näkymään geelillä viittaa siihen, ettei Vivaspin-suodatettujen EV-
näytteiden proteiinimäärä ollut riittävän suuri siihen, että ne pystyisivät erottumaan plasman 
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tuottamasta suuresta proteiinitaustasta. Vivaspin-suodatettujen EV:iden huono näkyminen gee-
lillä saattoi myös johtua siitä, ettei niiden irrottaminen SDS:llä suodattimesta ollut tarpeeksi 
tehokasta. EV:iden irrottaminen SDS-liuoksella lisää näytteiden tilavuutta, jolloin näyte laime-
nee, mikä saattaa ainakin osittain selittää näytteiden alhaista proteiinimäärää. 
 
Samoista näytteistä ajettu western blot -analyysi (kuva 11) tuotti epäloogisia tuloksia. EV:iden 
western blot -analyysissä solulysaatti toimii positiivisena kontrollina, josta nähdään ovatko ana-
lyysissä käytetyt vasta-aineet toimineet. Varsinaisten EV-näytteiden pitäisi antaa signaali, kun 
taas muiden EV-vapaiden näytteiden ei pitäisi näkyä kalvolla. Solulysaatti antoi selkeän sig-
naalin HSP70:lle ja tubuliinille. Kaikki muut näytteet antoivat vaimean signaalin näille vasta-
aineille. Signaali on huomattavasti heikompi kuin solulysaatilla, mutta silti erotettavissa. Kai-
kissa proteiinikoronanäytteissä oli vahvat proteiinivyöhykkeet juuri HSP70 ja tubuliinin koh-
dilla (70 ja 55 kDa) kuten aiemmassa SDS-PAGE geelistä (kuva 10) oli nähtävissä. Vaikuttaa 
siis siltä, että käsittely aiheutti vasta-aineiden epäspesifistä sitoutumista western blot -kalvolle. 
EV-P-näytteen pitäisi antaa positiivinen tulos käytetyille vasta-aineille. Vahvan signaalin puut-
tuminen tukee aiempaa johtopäätöstä siitä, että Vivaspin-suodatettujen EV-näytteiden proteii-
nipitoisuus oli liian alhainen. TSG101-vasta-aine ei toiminut kalvolla lainkaan.  
 
Vivaspin-suodatus ei siis ollut tarpeeksi tehokas tapa erottamaan plasman vapaita proteiineja 
proteiinikoronasta. Sekä EV:t että plasmaproteiinit vaikuttivat tarttuvan suodattimeen, mikä ai-
heutti ongelmia näytteiden jatkokäsittelyssä. Erityisesti vapaiden plasmaproteiinien aiheuttama 
suuri proteiinitausta esti pelkän proteiinikoronan tarkastelun. Jotta EV:t saataisiin näkyviin gee-
leissä, täytyisi EV:itä laittaa suodattimeen huomattavasti paljon enemmän, mikä taas ei ole tar-
koituksenmukaista. Vivaspin-suodatukseen kului myös runsaasti aikaa, mikä saattaa vaikuttaa 
proteiinikoronan koostumukseen. Vapaiden proteiinien poistamiseksi proteiinikoronanäyt-
teestä täytyi siis keksiä jokin tehokkaampi keino. 
 
 
7.5 Geelifiltraatio toimi paremmin EV:iden proteiinikoronan eristämiseen 
 
EV-P, EV-0 ja P-0 -näytteiden SEC-ajoista piirrettiin kromatogrammit (kuva 12). Ensimmäinen 
EV-P ja EV-0-näytteissä näkyvä piikki on EV-piikki, sillä EV:t eluoituvat ensimmäisenä ulos 
SEC-pylväästä. P-0-kuvaaja (kuva 12 C) kuvaa vapaita plasmaproteiineja. EV-piikki erottuu 
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melko hyvin plasmaproteiineista EV-P-kuvaajassa (kuva 12 A), mutta piikit menevät kuitenkin 
hiukan päällekkäin. Vapaiden plasmaproteiinien osalta EV-P:n ja P-0:n kuvaajat ovat täysin 
toisiaan vastaavat. 
 
Kaikista SEC-ajoista kerättiin 2 ml:n suuruiset näytteet EV-piikin kohdalta. Näytteet kon-
sentroitiin ja niiden proteiiniprofiili analysoitiin SDS-PAGE:lla. SEC-käsitellyt proteiiniko-
ronanäytteet näyttävät johdonmukaisilta (kuva 13 ja 14): EV-0-näytteen muodostamat proteii-
nivyöhykkeet muistuttavat selkeästi EV-kantaliuosta. P-0-näyte muistuttaa plasmaa, mutta 
siinä näkyy vain osa plasman proteiinivyöhykkeistä, sillä käytetyssä SEC-fraktiossa oli ollut 
mukana vain osa plasman proteiineista. EV-P:n muodostamissa proteiinivyöhykkeissä on yh-
teneväisyyksiä sekä EV-0 että P-0-näytteiden kanssa. Tämä viittaa siihen, että SEC-ajosta saa-
tiin eristettyä EV:t niiden proteiinikoronan kanssa. 
 
SEC-näytteistä tehty western blot -analyysi (kuva 15) näyttää johdonmukaiselta. Sekä EV-kan-
taliuos että solulysaatti antoivat signaalin HSP70:lle ja tubuliinille. EV-0 ja EV-P antavat sig-
naalin vain HSP70:lle. Sekä P-0- että suodattamaton plasma -näyte eivät antaneet mitään sig-
naalia. Nämä näytteet toimivat negatiivisena kontrollina, eikä niiden odotettukaan antavan 
signaalia western blot -kalvolla. TSG101-vasta-aine ei toiminut analyysissä. 
 
SEC-ajojen näytteiden tiedot kerättiin yhteen (taulukko 7). EV-näytteiden koot ovat yhdenmu-
kaisia EV-kantaliuosten kanssa. EV-P ja EV-0 -näytteiden EV-saannot ovat samaa suuruus-
luokkaa, ja ne ovat suuremmat kuin P-0 ja EV-0_tausta -näytteillä, kuten oli odotettavissa. EV-
näytteiden partikkelien saanto SEC-ajon jälkeen oli keskimäärin vain noin 30 %. Hävikki joh-
tuu osittain siitä, että 2 ml:n keräysfraktiot eivät aina osuneet täysin kohdakkain EV-piikin 
kanssa. Myös se, että SEC-fraktiot täytyi konsentroida ennen jatkokäsittelyä, saattoi aiheuttaa 
EV-hävikkiä. 
 
SEC-käsittelyn jälkeen näytteissä olevat proteiinipitoisuudet (taulukko 7) ovat melko pieniä 
verrattuna lähtötilanteeseen (taulukko 4). EV-kantaliuoksen proteiinipitoisuus oli keskimäärin 
0.5 µg/µl, kun SEC käsittelyn jälkeen se oli keskimäärin 0.1 µg/µl EV-0 -näytteissä ja 0.2 µg/µl 
EV-P -näytteissä. Vaikuttaa siis siltä, että SEC-ajo vähensi näytteiden proteiinimäärää, vaikka 
EV-P -näytefraktioon tuli EV-piikin kohdalta aina mukaan hiukan myös vapaita plasmaprote-
iineja. Yleisesti katsottuna proteiinipitoisuudet ovat kuitenkin näytteiden kannalta suurimmaksi 
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osaksi loogisia: Eri ajojen tulokset eivät kuitenkaan ole yhtenäisiä, joten menetelmää täytyisi 
vielä kehittää ja yhtenäistää, jotta tuloksista voitaisiin tehdä luotettavia johtopäätöksiä. 
 
Yleisesti ottaen EV-proteiinikorona-kompleksin erottaminen vapaista plasmaproteiineista on-
nistui paremmin SEC:llä kuin Vivaspin-suodatuksella: sekä SDS-PAGE- että western blot -
analyysit ovat yhdenmukaisia, ja tukevat ajatusta siitä, että EV:t olisi onnistuttu eristämään yh-
dessä proteiinikoronan kanssa. EV-piikkiä ei kuitenkaan täysin saatu erilleen vapaiden plas-
maproteiinien piikeistä. SEC-pylvään resoluutiota parantamalla saattaisi olla mahdollista saada 
piikit täysin erilleen toisistaan. 
 
7.6 Yleistä pohdintaa geelifiltraatiosta 
 
Useissa tutkimuksissa on todettu, että SEC-geelifiltraatio on tehokas ja hyvä menetelmä erot-
tamaan EV:t fysiologisten näytteiden vapaista proteiineista (Böing ym 2014; Gámez-Valero 
ym. 2016; Monguió-Tortajada ym. 2019). SEC:n käyttämisen etuina verrattuna esimerkiksi ult-
rasentrifugaatioon ovat nopeus, yksinkertaisuus, tehokkuus ja alhainen hinta. Tässä projektissa 
käytettiin automatisoitua SEC-koneistoa, jonka avulla näytteiden absorbanssi tallentuu ja visu-
alisoituu automaattisesti, mikä parantaa tulosten yhtenäisyyttä ja vapauttaa käyttäjän käytännön 
välivaiheista. SEC-pylväät on myös mahdollista pestä tai autoklavoida ja käyttää uudelleen. 
 
Kun EV:itä haluttaan eristää plasmasta, yleisimpiä plasmasta tulevia kontaminantteja ovat ve-
ren lipoproteiinit (Yuana ym. 2014; Sòdar ym. 2016; Karimi ym. 2018): Kylomikronit, VLDL 
ja LDL muistuttavat EV:itä kokonsa puolesta (Feingold ja Grunfeld 2000). Plasman HDL taas 
eristyy EV:iden mukana herkästi EV:itä muistuttavan tiheytensä ansiosta (Feingold ja Grunfeld 
2000, Yuana ym. 2014). SEC-materiaaleja ajateltaessa paras hiukkaskoko olisi sellainen joka 
erottelisi EV:itä mahdollisimman spesifisesti. Kuten aiemmin on mainittu, mikrovesikkelien ja 
eksosomien koko vaihtelee välillä 30-1000 nm (van der Pol ym. 2012; Szatanek ym. 2017). 
Pelkällä SEC:llä optimaalinen matriisi siis sitoisi HDL:ää ja LDL:ää, mutta päästäisi EV:t läpi, 
jolloin EV:t eluoituvat pylväästä ulos ensimmäisenä yhdessä VLDL:n ja kylomikronien kanssa 
(taulukko 8 ja kuva 11). EV:iden erottaminen VLDL:stä ja kylomikroneista normaalin SEC:n 




Taulukko 8. Verenlipoproteiinit ja niiden koot (Yuana ym. 2014; Sòdar ym. 2016; Karimi ym. 
2018). 






Tässä tutkimuksessa plasman Vivaspin-suodatuksella päästään ainakin teoriassa eroon kylo-
mikroneista, VLDL:stä sekä LDL:stä, sillä niiden ei pitäisi päästä läpi 12 nm:n hiukkaskoon 
suodattimesta (kuva 16). Työssä käytetty SEC-materiaali, Sephacryl S-300, taas sitoo 13 nm 
kokoisia partikkeleita, jolloin pienikokoisen HDL:n pitäisi sitoutua SEC-matriisiin. Tällöin 
SEC-erottelun jälkeen EV:iden pitäisi olla täysin vapaita plasman lipoproteiineista. 
 
SEC-materiaaleista Sepharose CL-2B (erottelukyky 70-40000 kDa), sitoo 75 nm kokoisia par-
tikkeleita, ja se on yleisesti käytetty SEC-matriisi (Karimi ym. 2018; Monguió-Tortajada ym. 
2019). Sen hiukkaskoko sitoo itseensä kuitenkin myös osan pienistä EV:istä. Sepharose CL-
2B:hen verrattuna tässä työssä käytetty Sephacryl S-300 (erottelukyky 10-1500 kDa), joka sitoo 
13 nm kokoisia partikkeleita, erottelee huomattavasti pienempiä proteiineja ja hiukkasia. Aja-
tuksena oli saada kaikki EV:t eluoitumaan yhtenäisenä fraktiona, sekä erottaa EV:t plasmassa 
olevasta albumiinista ja lipoproteiineista. Tätä ei kuitenkaan pystytty täysin saavuttamaan näillä 






Kuva 16. Kokovertailua EV:iden, Vivaspin suodattimen hiukkaskoon, Sephacryl SEC-materi-
aalin ja plasmassa olevien lipoproteiinien välillä. Vivaspin-pylväs kuvaa sitä, minkä kokoiset 
partikkelit jäävät 1000 kDa -suodattimeen. Sephacryl S-300 -pylväs kuvaa sitä, minkä kokoisia 
partikkeleita geelimateriaali hidastaa SEC:n aikana. Kuvaaja on katkaistu kokoluokasta 140 
nm, sillä olennaisimmat kokovaihtelut ovat välillä 0-100 nm. HDL, LDL, VLDL ja kylomikro-




Tutkimuksessa testattiin kahta eri menetelmää EV:iden proteiinikoronan eristämiseksi: ultra-
filtraatiota ja geelifiltraatiota. Tärkeimpänä tavoitteena oli saada EV-proteiinikorona -
kompleksi erotettua veriplasmaliuoksen vapaista plasmaproteiineista. Tätä testattiin ensin 
Vivaspin-ultrafiltraatiolla, jolloin vapaista plasmaproteiineista pyrittiin pääsemään eroon 
useilla pesuilla. Tulokset näyttivät kuitenkin siltä, että niin EV:t kuin plasman proteiinit jäivät 
kiinni suodattimeen, jolloin proteiinikoronan havaitseminen näytteistä ei ollut mahdollista. Seu-
raavaksi testattiin olisiko geelifiltraatiolla mahdollista saada EV-proteiinikorona-kompleksi ja 
vapaat plasmaproteiinit erotettua toisistaan. Käytetyllä Sephacryl S-300 -geelimateriaalilla ei 
saatu EV:itä ja plasmaproteiineja erotettua täysin toisistaan. SEC-ajojen proteiiniabsorbanssi-
kuvaajista oli nähtävissä, että EV-piikki eluoitui hiukan limittäin plasman proteiinipiikkien 
kanssa. SEC-ajojen EV-fraktioiden proteiinianalyysit vaikuttivat kuitenkin lupaavammilta kuin 
Vivaspin-kokeessa: SEC-näytteistä oli mahdollista nähdä eroavaisuuksia EV-proteiinikorona-




Vaikka SEC ei onnistunut täysin erottamaan proteiinikorona-EV:itä plasman vapaista proteii-
neista, menetelmän etuna ovat sen helppous, toistettavuus ja automatisoitavuus. Mikäli mene-
telmää onnistuttaisiin optimoimaan niin, että EV-piikki ja vapaiden plasmaproteiinien piikki 
saataisiin erotettua selkeästi toisistaan, olisi menetelmän jatkojalostus ja automatisointi suhteel-
lisen helppoa. 
 
Myöhemmin EV:iden proteiinikoronan proteiinien yksityiskohtainen tarkastelu vaatisi massa-
spektrometristä analyysiä. Lisäksi olisi mielenkiintoista selvittää, eristääkö SEC vesikkeleiden 
kovan vai pehmeän proteiinikoronan. Tätä olisi mahdollista tutkia mm. tarkastelemalla partik-
kelien ympärysmitan (proteiinikoronan) kasvua DLS:llä. Kokeissa on käytetty poolattua EV-
kantaliuosta, joka sisältää sekä eksosomeja että mikrovesikkeleitä. Kun menetelmää on saatu 
kehitettyä pidemmälle, tulisi nämä kaksi vesikkeliryhmää erottaa toisistaan ja menetelmä opti-
moida kummallekin vesikkeliryhmälle erikseen. EV:istä olisi hyvä selvittää myös useampia 
positiivisia proteiinimarkkereita ja vähintään yksi negatiivinen proteiinimarkkeri. 
 
Tämä tutkimus tarjoaa lähinnä esitestauksia mahdollista menetelmistä EV:iden proteiinikoro-
nan eristämiseen. Kokeet on toistettu vain muutamaan kertaan, eivätkä kaikki tulokset ole yh-
denmukaisia keskenään. Jatkossa muun muassa kokeissa käytettyjen EV:iden määrä tulisi op-
timoida ja yhtenäistää. Menetelmää tulisi vielä kehittää pidemmälle ja kokeet toistaa useampaan 
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